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摘　要　　采用基因指纹图谱 ARDRA分析和 RFLP分析 ,对免耕水稻土壤中的细菌多样性及其在 0～5、

5～10、10～15 cm土层的空间分布进行了研究。结果表明 :在不同层的水稻土壤环境中 ,细菌种类非常丰富 ,

但由于其多样性受土壤水分或土壤层次等多种因子的影响 ,在不同层土壤环境中其多样性存在差异。表层土

壤环境中细菌种类最丰富 ,多样性最高 ,且基因型中无明显的优势类群。10～15 cm土层的细菌种类相比之下

最少 ,且基因型中有相对的优势类群。不同层的土壤环境间细菌群落的相似性较低 ,表层土壤的细菌克隆文

库与 5～10 cm的文库的 Jaccard指数是 20165 % ,与 10～15 cm的文库的 Jaccard指数仅为 8131 %。5～10 cm的

文库与 10～15 cm的文库的 Jaccard指数为 38175 %。表明细菌群落结构以及土壤空间隔离的复杂性。
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　　我国是水稻 ( Oryza sativa L . )起源地之一 ,水稻

作为最重要的粮食作物 ,一直被放在优先发展的位

置上 ,其播种面积和总产量分别占全国粮食作物的

30 %和 45 %。在新的历史条件下 ,为了提高市场竞

争力和适应消费者挑剔性选择的需要 ,水稻栽培方

式开始向低成本、优质、高效方向转变 ,如何在稳定

产量或略有减产的前提下 ,大幅度降低生产成本、提

高生产效益便成为一个迫切需要研究的新课题。在

此形势下 ,水稻的免耕栽培技术日益受到人们的重

视 ,免耕 (Non2tillage ,NT)又称零耕 ( Zero2tillage) ,是

土壤不进行翻耕 ,而直接进行播栽的一种耕作方法 ,

与常规的翻耕比较 ,具有省工、省时、高效和保持水

土的优点。

近年来 ,水稻免耕技术发展很快 ,在研究和

应用推广方面都取得了一定的进展 [1～3 ]。对免

耕的经济效益以及对土壤的结构和理化性质的

影响也做了不少的报道 [4～9 ]。但是对免耕水稻

田的微生物及其在土壤空间分布的特点还很少

有人去研究 ,而土壤微生物在植物枯枝分解、养

分循环、土壤结构、氮的固定、减少植物病原体

和土壤形成、发育、土壤结构和肥力保持以及高

等植物生长方面也起着重要的作用[10 ]。所以研

究免耕稻田的微生物的多样性及其在土壤空间

分布具有重要理论和实践意义。

本研究采用间接提取法从土壤样品中提取微生

物总DNA ,通过建立土壤微生物的 16S rDNA基因文

库来分析免耕水稻土壤中的微生物群落结构特征及

其多样性 ,为全面深入了解免耕水稻土壤的微生物

多样性 ,揭示土地利用变化与生态环境效应之间的

关系奠定基础。

1　材料与方法

111　实验材料

　　从江西省余江县 (N28°15′, E116°55′)邓家埠水

稻原种厂的淹水免耕的水稻试验田中采取土样。试

验田面积为 1 080m2。余江县多年年平均气温为

1716℃,年均降雨量和蒸发量分别为1 752mm 和 1

359 mm。分三层连续取样 ,每层 5cm ,方式为“S”型 ,

取 30个点 ,然后把 30 个点的土样充分混匀。土样

取出后 ,立即放入冷藏盒内 , 带回实验室。除去根

系、石块等杂物 ,保存在 4℃冰箱中。取一部分风干
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后测定土壤理化性质。测定项目及方法参见文献

[11 ] :有机质含量用重铬酸钾容量法 ;全氮量用高锰

酸钾 - 还原性铁修正开氏法 ;有效氮用碱解扩散法 ;

有效磷用碳酸氢钠法 ;pH值用电位法 ;含水量用烘

干法。同时取新鲜土样进行三大菌群的平板计数 ,

方法参照文献[12 ]。剩下的土壤样品在 - 20℃储存

至其他处理分析的时间不超过 2周。

供试土壤属河流冲积土发育而成的潴育型水稻

土。土壤微生物平板计数结果如表 1。供试土壤的

理化性质见表 2。

表 1　土样中三大菌群数量比较

Table 1　Populations of three major microbial communities in different soil sample

土层

Soil depth (cm)

菌落形成单位 Colony forming units (×106 cfu g - 1 dry soil)

细菌Bacteria 真菌 Fungi 放线菌 Actinomycetes

0～5 42810 1151 19101

5～10 18210 0181 8164

10～15 6517 0111 2106

表 2　供试土壤的理化性质

Table 2　Physico2chemical properties of the soil tested

土层

Soil

Depth

(cm)

有机质含量

Organic matter

content (g kg - 1)

全氮

Total nitrogen

(g kg - 1)

有效氮

Available nitrogen

(mg kg - 1)

有效磷

Available

phosphorus

(mg kg - 1)

pH

含水量

Soil

moisture

(g kg - 1)

0～5 2619 1176 9612 1712 5151 269

5～10 2517 1167 9519 1619 5152 351

10～15 2313 1123 9313 1416 5152 389

112　菌株、培养基与试剂

E. coli DH5α来自于南京农业大学农业部环境

微生物工程重点开放实验室 ;pMD182T2simple Vector

购自大连宝生物公司 ( TaKaRa Biotechnology (Dalian)

Co. Ltd) ;氨苄青霉素 (Amp) 、丙烯酰胺 (acrylamide) 、

过硫酸铵 ( Ammonium persulfate ) 、四甲基乙二胺

(TEMED) 均购自南京创瑞公司 ; Taq 酶、X2gel 和

IPTG购自申能博彩公司 ; PCR引物由上海博亚生物

技术有限公司合成 ; DNA 回收试剂盒购自 V2gene

Biotechnology Limited ;培养基配制参照文献[13 ]。

113　多态性指纹扩增性 rDNA限制性酶切片段分析

11311　土壤总DNA提取与纯化　　采用间接法提

取自然土壤总 DNA ,具体操作步骤参照文献 [ 14 ]。

采用紫外分光光度法对土壤微生物总 DNA进行定

量。提取的总 DNA用 0175 %的琼脂糖凝胶电泳检

查提取质量和片段大小。

由于粗 DNA样品中含有 RNA、蛋白质、糖类以

及腐殖质等 ,会影响 PCR反应以及其他后续操作 ,

本研究采用 DNA回收试剂盒进行纯化 ,操作步骤参

照其说明书。

11312 　16S rDNA的 PCR扩增　　采用细菌特异性

引物 ,引物 1序列为 :5′2AGAGTTTGATCCTGGCTCAG2
3′, ( E. coli base 8 to 27) ;引物 2 序列为 : 5′2TAC2
CTTGTTACGACTT23′, ( E. coli base 1507 to 1492) ,直

接扩增总 DNA中的细菌 16S rDNA 片段。扩增体系

为 :总体积为 25μl ,其中包括 215μl 的 10×buffer ,2

μl 的 Mg2 + ( 25 mmol L - 1 ) , 2μl的 dNTP (215mmol

L - 1) ,1μl的总DNA溶液 (约 30ngμl - 1) ,引物 1和引

物 2各 015μl (25 pmol L - 1) ,013μl 的 Taq聚合酶 ,

1612μl 的双蒸水。扩增程序如下 : 95℃预变性 5

min ,之后进行 30 个循环 (每个循环为 : 94℃变性

30 s ,50℃复性 30 s ,72℃延伸 1 min) ,然后再 72℃延

伸 10 min。PCR产物经 0175 %的琼脂糖电泳 ,EB染

色后紫外分析仪检测。

11313　T/ A克隆　　通过 T/ A克隆技术将扩增的

16S rDNA片段转移至高效感受态细胞 E. coli DH5α

中 ,通过蓝 - 白斑筛选的方法挑取阳性克隆 ,把携带

目标基因 16S rDNA片段的 E. coli 克隆细胞挑到含

有AMP的 LB平板上 ,建立 16S rDNA克隆文库 ,然

后进行群落分析。具体步骤参照文献[13 ] 。

11314　转化子插入片段的扩增 　　通过菌体 PCR

方法用 pMD 182Tsimple 载体通用引物 (BcaBEST
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Primer 1 RV2M :5′2GAGCGGATAATTTCACACAGG23′与

BcaBEST Primer 2 M13 - 47 : 5′2CGCCAGGGTTTTCC2
CAGTCACGA23′)来扩增阳性克隆子中插入的 16S

rDNA片段 ,扩增体系如下 :总体积为 25μl ,其中包

括 215μl的 10×buffer ,2μl 的Mg2 + (25 mmol L - 1) ,

2μl的 dNTP ( 215 mmol L - 1 ) , 2 μl 的 Tween

20 (10 %) ,引物 1和引物 2 各 015μl (25 pmol L - 1) ,

013μl的 Taq聚合酶 ,1512μl的双蒸水 ,模板是挑取

的少量菌体。扩增程序如下 :95℃预变性 8 min , 之

后进行 29 个循环 (每个循环包括 : 94℃变性 30 s ,

60℃复性 30 s ,72℃延伸 1 min) ,然后再 72℃延伸 15

min。PCR产物经 0175 %的琼脂糖电泳 , EB 染色后

紫外分析仪检测。

11315　限制性酶切插入片段的扩增产物 　　PCR

产物用 Hha I和 Rsa I二种限制性内切酶对 PCR产

物进行酶切。酶切体系为 10μl ,其中包括 2μl PCR

产物 ,1μl 的 10 ×buffer ,015μl 限制性内切酶。615

μl双蒸水。37℃水浴酶切 8～10 h。

11316　聚丙烯酰胺凝胶 (PAGE)电泳　　酶切 DNA

片段用 8 %的聚丙烯酰胺凝胶电泳 (300 V、3 h)分

离 ,后经 011 %硝酸银染色液染色和显色液显色后 ,

再用凝胶成像系统成像。

114　限制性酶切片段长度多态性分析

所得 DNA带型图谱在 GIS凝胶分析软件辅助

下用人工进行比较分析。以基因片段多态图像为基

础进行聚类 , 根据不同图像间的相似性将所有的图

像聚合成一个聚类树。通过聚类分析而被聚合到一

起的具有相同基因图像的克隆再用 Rsa I限制性内

切酶水浴消化 (37℃,8～10 h) 。然后把所得 DNA带

型图谱再在 GIS凝胶分析软件辅助下用人工进行比

较分析。当第二次所获得的基因图像仍然相同时 ,

则认为它们是相同的基因型。每一个基因型称为一

个操作分类单元 (OTU ,Operational Taxonomic Unit) 或

称为唯一基因型[15 ]。

115　数据分析

分析方法见参考文献[16 ] ,Shannon2Wiener 指数

的计算公式为 :

H′= - ∑
s

i = 1
Piln Pi　　　Pi = ni/ N

式中 ,S 为 16S rDNA的所有 RFLP总类型数 ; ni为第 i

种 16S rDNA的 RFLP变异类型克隆数 ,N为总克隆数。

Simpson 指数的计算公式为 :

D = 1 - ∑
S

i = 1
Pi

2　　　Pi = ni/ N

式中 , S 为 16S rDNA的所有 RFLP总类型数 ; ni为第

i种 16S rDNA的 RFLP变异类型克隆数 , N 为总克

隆数。

Gleason和Margalef 物种丰富度指数的计算公式为 :

dMa =
S - 1
ln N

式中 , S 为 16S rDNA的所有 RFLP总类型数 ; N 为总

克隆数。

Evenness均匀度指数的计算公式为 :

E =
H′

Hmax

式中 , H′为多样性指数 , Hmax为最大多样性指数。

Coverage C文库的库容[17 ]的计算公式为 :

C = 1 -
nl
N

式中 , N 代表 16S rDNA文库总克隆数 , nl 代表在文

库中仅出现一次的 OTUs (Operational Taxonomic U2
nits)的数量。

群落相似性采用Jaccard指数 : q = c/ ( a + b - c)

式中 , a、b分别为群落 A、B 的类群数 , c 为二类群

的共有的类群数。

2　结果与分析

211　总 DNA的提取、16S rDNA及克隆子插入片段

的扩增

　　本实验中提取的微生物总 DNA的电泳图谱见

　　

泳道 1为 0～5 cm层土壤的总 DNA ;泳道 2为 5～10 cm层土壤的总

DNA ;泳道 3为 10～15 cm层土壤的总 DNA ;M为λHindⅢMarker

Line 1. DNA extaction from 0～15 cm soil ;

Line 2. DNA extraction from 5～10 cm soil ;

Line 3. DNA extraction from 10～15 cm soil ;M.λHindⅢMarker

图 1　间接法提取的土壤微生物总 DNA的琼脂糖电脉图谱

Fig11　Argarose gel eletrophoresis of total microbial

DNA extracted from soil
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图 1 ,0～5 cm层土壤总 DNA提取量为 3189μg g - 1

(干土) ,吸光值 A260/ A280 为 1155 ;5～10 cm层土

壤总 DNA 提取量为 3151μg g - 1 (干土 ) ,吸光值

A260/ A280为 1164 ;10～15 cm层总 DNA 提取量为

1191μg g - 1 (干土)吸光值A260/ A280为 2139。从相

　　

泳道 1为 0～5 cm层土壤的 16S rDNA ;泳道 2为 5～10 cm层土壤的

16S rDNA;泳道 3为 10～5 cm层土壤的 16S rDNA;M为λHind ⅢMarker

line1. 16S rDNA amplification product from 0～5 cm soil ;

line2. 16S rDNA amplification product from 5～10 cm soil ;

line3. 16S rDNA amplification product from 10～15 cm soil ;

M.λHind ⅢMarker

图 2　16S rDNA的扩增产物的琼脂糖电泳图谱

Fig12　Argarose gel eletrophoresis of 16S rDNA

同重量的土壤中提取的总 DNA的量来看 ,上层和中

间层的微生物的量明显高于底层土壤中的微生物的

量 ,这与平板计数的结果相一致。另外 ,可能由于表

层和中间层存在的植物残体的量高于底层 ,使得底

层土壤中的总 DNA的纯度高于表层和中间层土壤

的总 DNA。PCR扩增后 16S rDNA基因片断大小约

为 1 500 bp ,用0175 %琼脂糖凝胶电泳 ,溴化乙锭染

色后 ,经凝胶成像仪成像后得到图谱如图 2。克隆

子的扩增产物片段大小约为 1 600 bp ,用 0175 % 琼

脂糖凝胶电泳 ,溴化乙锭染色后 ,经凝胶成像仪成像

后得到图谱如图 3。从图 3 可以看出 , T/ A 克隆的

效率达到 90 %以上。

泳道 1～10为克隆子的扩增产物 ;M为λHind ⅢMarker

Line 1～10. Clones amplification product ;M.λHind ⅢMarker

图 3　克隆子插入片段扩增产物的琼脂糖电泳

Fig13　Argarose gel eletrophoresis of clone insertion

element amplification product

212　克隆文库的 ARDRA分析

21211　16S rDNA克隆文库 Hha Ⅰ2Rsa Ⅰ酶酶切类

型的多样性　　本实验对免耕水稻土不同深度的土

壤样品进行了分析和研究 , 获得了丰富度极高的土

壤细菌的克隆群落。从每层土的 16S rDNA文库的

数千个克隆子中随机挑取了 500 多个克隆子 ,经

Hha I和 Rsa I二种限制性内切酶酶切后 ,所得 DNA

带型图谱在 GIS凝胶分析软件辅助下用人工进行比

较分析 ,都得到 400左右的 OTUs ,结果如表 3。

表 3　16S rDNA克隆文库 Hha Ⅰ- RsaⅠ酶酶切类型的多样性

Table 3　Diversity of HhaⅠ- RsaⅠRFLP phylotypes in 16S rDNA clone library

土层

Soil depth

(cm)

操作分类

单元类型

OTUs type

库容值

Coverage C

香农指数

Shannon2Wiener index

辛普森指数

Simpson index

均匀度

Evenness

丰富度

Margalef

0～5 459 21133 % 61064 01997 01989 73112

5～10 433 23131 % 51936 01996 01978 69118

10～15 372 39157 % 51669 01994 01957 59156

　　通过表 3可以看出 ,表层土壤中的细菌群落的 多样性高于 5～10 cm层土壤中的细菌群落的多样
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性 ,但差别不明显 ,二者均明显高于 10～15 cm层土

壤细菌群落的多样性 ,又即随着土壤深度的增加 ,细

菌多样性越低 ,且物种均匀度 (species evenness)也随

着降低。这可能由于随着土壤深度增加 ,土壤养分

结构、水分、温度 ,通气状况变劣 ,能适应此环境生存

的微生物种群减少 ,而少数适存者形成种群优势。

理论上 ,克隆文库的库容值表示 16S rDNA克隆

文库中所包含微生物的种类占样品中全部微生物种

类的比例。当库容值为 100 %时可以代表环境样品

中的微生物的种类 ,但最近 kemp 等[18 ]运用多种统

计方法分析比较了文献报道的 225个来自多种环境

的 16S rDNA的组成 ,发现随着库容的增大 ,OTU的

数目总是在增加 ,这一结果说明几乎没有哪一个文

库穷尽了样品中微生物的多样性 ,很显然 16S rDNA

克隆文库库容值都不能达到 100 % (即使不考虑

PCR的影响[19 ]) 。本研究中通过间接法提取的土壤

总 DNA建立的 16S rDNA克隆文库 ,文库的库容值

分别为 21133 %、23131 %、35189 %(见表 3) 。数值都

比较小 ,文库的覆盖程度都很低 ,这表明库容不足。

而生态多样性指数数值都很高 (见表 3) ,丰富度指

数分别为 73112、69118、59156 ,可见土壤中生物多样

性信息十分丰富。这说明环境中有更多的微生物种

类需要人们去分离、认识。

本研究过程中因为工作量和时间的局限 , 从每

个土壤样品中获得的总 DNA 并没有全部被用于克

隆 , 且获得的每个文库的数千个克隆细胞也只有一

小部分进行 RFLP分析。据此可以想象 , 土壤中细

菌种类的数量远远在表 3所列数值以上。

21212　免耕水稻土壤环境中细菌群落的丰度曲线

　　经过对土壤不同层样品中细菌群落结构的分析

与研究 , 同样发现在不同层的土壤环境中细菌群落

结构发生明显的变化。由图 4的丰度曲线可以看到

当土壤层次加深时 ,细菌群落的多样性逐渐减少 ,但

在细菌群落中出现优势的种群 (本文中的优势细菌

群落的定义为具有相同 OTU的克隆子的数量占总

克隆数的 1 %以上) ,并呈逐渐增多的趋势。

图 4　不同层土壤的细菌群落的丰度曲线图

Fig14　Rank2abundance curves of bacterial community from different soil layers
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213　免耕水稻土壤中细菌群落结构空间分布的相

似性

　　通过用 Jaccard指数来比较不同土层细菌群落

结构空间分布的相似性。当两个群落间相同的

OTUs多时 , 说明群落之间重叠较大 , 具有较多的相

同的种群 , 群落间相似性高。反之 , 群落之间的相

似性就小。本实验三个文库之间的 Jaccard 指数如

下 :0～5 cm层克隆文库与 5～10 cm层克隆文库的

Jaccard 指数为 20165 % , 5～10 cm 层克隆文库与

10～15 cm层克隆文库的 Jaccard 指数较高 , 为

38175 % ,但 0～5 cm的克隆文库与底层文库 Jaccard

指数较低 ,仅为 8131 %。从三个文库之间的 Jaccard

指数可以看出 ,表层的细菌群落与底层的细菌群落

结构相似性较低 ,这表明 ,随着土层加深 ,土壤养分

结构、水分、温度、透气状况有个过度变化过程 ,三个

土层的细菌群落结构也相应形成一个过度变化过

程。

3　结　论

1) 实验数据表明 ,免耕水稻土中细菌群落多样

性非常丰富 ,从每层的克隆文库中挑取的 500 多个

转化子中就有 400 多种酶切类型 ,尤其是 0～5 cm

层的细菌 ,525个克隆子中就有 459种酶切类型。可

见土壤中的细菌群落非常丰富。

2) 从细菌群落在水稻土壤的空间分布差异来

看 ,0～5 cm 土层的细菌群落的多样性高于 5～

10 cm土层的细菌群落的多样性 ,同时也高于 10～

15 cm土层的细菌群落的多样性。表层与中间层的

细菌群落多样性差别不大 ,但都明显高于底层土壤

中细菌群落的多样性。

3) 在表层土壤中 ,没有优势的细菌群落出现 ,

但随着土壤深度的增加 ,优势的细菌群落也在增多。
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DIVERSITY AND SPATIAL DISTRIBUTION OF BACTERIA IN NON2TILLAGE PADDY FIELDS

Wang Ying1 ,2　Teng Qihui1　Cui Zhongli1　Sun Bo3　Cao Hui1­　Hu Feng2　
(1 Key Laboratory of Microbiological Engineering of Agricultural Environment , MOA , Nanjing Agricultural University , Nanjing　210095 , China)

(2 College of Resources and Environmental Sciences , Nanjing Agricultural University , Nanjing　210095 , China)

(3 Institute of Soil Science , Chinese Academy of Sciences , Nanjing 210008 , China)

Abstract　Diversity and its spatial distribution of bacteria in 0～5 cm , 5～10 cm and 10～15 cm depths of non2tillage

paddy fields were studied based on the molecular method of ARDRA(amplified ribosomal DNA restriction analysis) . Results in2
dicted that in different soil layers of the paddy field , bacteria were very high in species diversity , which , however , varied from

layer to layer due to differences in soil moisture , soil depth , soil temperature , daylight and some other factors. Bacteria in the

surface layer were the highest in species diversity , but without a dominant genotype. They were relatively low in species diversity

in the 10～15 cm soil layer , but they did have some dominant genotype. Bacteria communities in different soil layers showed lit2
tle similarity. The Jaccard index was 20. 65 % between the bacterial clones libraries of the 0～5 cm and 5～10 cm soil layers ;

only 8. 31 % between those of the 0～5 cm and 10～15 cm soil layers and 38. 75 % between those of the 5～10 cm and 10～15

cm soil layers , indicating complexity of the structures of soil bacteria communities and spatial segregation in the soil .

Key words 　ARDRA ; RFLP ; Paddy soil ; Bacteria community ; Microbial species diversity ; Spatial distribution ; Non2
tillage
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